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(§) Verfahren und Vorrichtung zur Probe naufnah me an Kryosubsrtraten 



(§) Zur Probenaufnahme an einem Kryosubstrat (100), auf 
dem jeweils an vorbestimmten Pro ben positioner! cine 
Vielzahl kryokonservierter Proben <300> angeordnet ist, 
werden einzelne Proben selektiv mechanisch oder ther- 
misch vom Kryosubstrat (100) abgetrennt und zu einem 
Zielsubstrat (130) ubertragen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Prc^enaufnahme 
an Kryosubstraten, insbesondere ein Verfahren zur Obertra- 
gung von Proben im kryokonservierten oder aufgetauten 
Zustand von ein era Kryosubstrat zu einem Zielsubstrat Die 
Erfindung betrifft auch eine Vorrichtung zur Tmplc men lie- 
rung eines derartigen Verfahrens und ein zur Probenauf- 
nahme funktionell strukturiertes Kryosubstrat 

Der Betrieb von Kryobanken zur Konservierung von bio- 
log ischera Zellmaterial ist in der Zeilbiologie, Molekular- 
biologie oder Gentechnik allgemein bekannt. In einer Kryo- 
bank wird das Zellmaterial uber Jahrzebnte verfiigbar geh al- 
ien, wobei beispielsweise suspendierte Zellen in kleinvolu- 
migen, mit einer Kryoflussigkeit gefQllten Behaltem (Wo- 
men im Bereich von 0.1 bis einige ml) eingefrocen werden. 
Urn die Lebensfahigkeit des Zellmaterials nach dera Auf- 
tauen zu gewahrleisten, wurden zahlreicbe Prozeduien ent- 
wickelt, die sicb beispielsweise auf den Zeitablauf des Auf- 
tauens, Medienzugaben, Behaiterformen und dgL beziehen. 
Mit herk6mmlichen Kryobanken werden beim Auftauen 
Oberleben&raten im Bereich weniger Prozent bis zu 90% er- 
zielL Obwohl dies bereits ein relativ gules Ergebnis ist und 
Kryobanken weltweit Verbreitung gefunden haben, sind mit 
den bisher verbreiteten Kiyokonservierungsprozeduren die 
folgenden Nachteile verbunden. 

Die Lage einzelner Zcllrnaterialproben im Vblumen der 
Kryoflussigkeit ist sowohl wShrend der Einfrier- als auch 
wahrend der Auftauprozeduren unbekannL Die Materialpro- 
ben sind im kryokonservierten, tiefgefrorenen Zustand nicht 
zuganglich. Es besteht jedoch ein Interesse daran, beispiels- 
weise einzelne Zellen vom kryokonservierten Material zu 
entnehmen, zu vermesseo oder zu verandem. Um Zellen 
dennocb entnehmen zu ktinnen, muB die gesamte Probe auf- 
getaut werden. Dies erfordert eine aufwendige Nachkulti- 
vierung des Zellmaterials zum Ausgieich der Auftauverlu- 
ste. Das kryokonservierte Material umfaBt dadurch im Zeit- 
verlauf nicht mehr nur die ursprilnglich konservierten Zel- 
len, sondem ein Gemisch aus Tochterzellen der verschie- 
densten Generauonen, wodurch die Spezifitat und Reprodu- 
zierbarkeit von Zelluntersuchungen eingeschrankt wind. Um 
alle Materialproben in einem Kryobehalter dem gleichen 
Abkuhlverlauf auszusetzen, rnussen extrem langsame Ein- 
friervorgange vorgesehen werden, da die Abkiihlung von 
den Behallerw&nden ausgeht und alle Proben im Kryovolu- 
men annahernd den gleichen zeitlichen Tbmperaturveriauf 
erfahren sollen. Schliefilich erschwert oder verhindert das 
Suspensionsmedium (Kryoflussigkeit) die Vermessung und 
Bearbeitung einzelner Zellen bei tiefen lemperaturen. 

Es besteht ein Interesse an neuen Kiyokonservierungs- 
techniken zur tJberwindung der gen arm ten Nachteile und 
zur Erschliefiung neuer Felder ftlr die Zellkonservierung, 
insbesondere da die Untersuchungen in der Biotechnologie, 
Gentechnik oder Medizin zunehmend auf Einzelzellen ge- 
richtet sind, wie z. B. bei der Hy bri doma-Zellprodu ktion im 
Zusammenhang mit der Tumorbekajnpfung, der Stammzel- 
lenkultur und der Embryogenese. Bei der Entwicklung 
neuer Kiyokonservierungstechniken geht man von den fol- 
genden Kenntnissen und Oberiegungen aus. 

Aus physikalischer und auch physiologischer Sicht befin- 
det sich eine bei -196°C eingefrorene Zelle im Zustand ei- 
nes Pestkdrpers. Die Stofrwechselprozesse sind bis zur mo- 
lekularen Bbene voUstandig zum Stillstand gekommea. 
Zellveranderungen ergeben sich lediglich durch langsame 
Umstrukturierungen (z. B. durch Eiskristallwachstum bei 
Tempera turen oberbalb -80°C) und durch Scbacbgung auf- 
grund kosmischer Strahlung. Letztere besitzt allerdings eine 
fur praktische Anwendungen unkritische Rate von rd. 90% 
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Schadigung nach 30 000 Jahren. Im tiefgefrorenen Zustand 
sollten sich daher Zellen ohne Zeitdruck und mit hocbster 
Prazision vermessen, behandeln, verandern, sortieren und 
mechanisch robust anderweitig manipulieren lassen. Dies 
5 setzt allerdings die individuclle Handhabbarkeit der Zellen 
im Kryo medium und die Vertugbarkeit von Werkzeugen zur 
Zellmanipulierung voraus. 

Die physikalischen und chemischen Vorgange beim Ein- 
frieren oder Auftauen biologischen Materials werden bei- 

10 spiels weise in der Publikation von F. Franks "Biophysics 
and biochemistry of low temperature and freezing" in "Ef- 
fects of Low Temperatures on Biological Membranes" (Her- 
ausgeber G. J. Morris et aL, Academic Press, London, 1981) 
oder P. Mazur in "Ann. N. Y. Acad. Sci.", Band 541, 1988, 

15 S. 5 1 4 ff. beschrieben. Entscheidend fiir eine Gefrierkonser- 
vierung Uber lange ZeatrSume und ein Auftauen mit mog- 
lichst groBer Oberlebensrate ist die Verhinderung der Bil- 
dung von intra- oder extrazeUularen Eiskristallen und einer 
ubermSBigen Dehydrierung der Zellen. Dabei sind aus phy- 

20 sikalischer Sicht die folgenden Besonderheiten beim Ein- 
frieren und Auftauen zu beachten. Es ist zwar bekannt, soge- 
nanntes vitrifiziertes Wasser durch extrem hone Einfrierge- 
schwindigkeiten zu erzeugen, bei denen jegliche Eiskristall- 
bildung unterbunden wird. Dies ist jedoch auf ein schonen- 

25 des und lagedefiniertes Einfrieren von Zellmaterial nicht an- 
wendbar, da die GroBe der interessierenden biologischen 
Zellen und die Warmeleitung die Einfriergeschwindigkeit 
auf Werte unterhalb von einigen 10 000 Grad pro Sekunde 
beschranken. Deshalb ist im mikioskopischea Mafistab und 

30 unter physiologischen Bedingungen in der Regel eine Bnt- 
mischung, d. h. eine Bildung eutektischer Phasen, die auch 
reine Eisdomanen umfassen, beobachtbar. Zur Minimierung 
der Entmischung haben insbesondere zu Beg inn der Abkiih- 
lung (bis — 30°C) zellspezifisehe Einfrierprogramme die be- 

35 sten Ergebnisse geliefert (s. auch S. P. Leibo et aL in "Cryo- 
biol.", Band 8, 1971, S. 447 ff.). In diescm Temperaturinter- 
vall haben sich Abktihlraten von einigen Grad pro Minute 
giinstiger als schnelle lemperaturspriinge erwiesen. Es wird 
daher davon ausgegangen, daB die Abkuhl- und Auftaupro- 

40 zeduren mit einem biologisch bestimmien, zeitlichen Tem- 
peralurprofil durchzufuhren sind. 

Sob aid Tbmperaturen erreicht werden, bei denen die Eis- 
bildung ein setzt, sind jedoch hohere Abkuhlraten sinnvoll, 
da damit das migratorische WachsUim groBer Eisdomanen 

45 auf Kosten kleinerer verhindert werden kann, Bei Tbmpera- 
turen unterhalb des Bereiches von -80°C erfblgt kein wei te- 
res Eiskristallwachstum, so daB eine Zellagerung uber Lange 
Zeitraume moglich ist Ublicherweise erfolgt die Lagerung 
der Beh alter mit Zellmaterial, das in einer Kryoflussigkeit 

50 suspendiert ist, in flussigen Stickstoff {bei -196°C). Da die 
Probenbehalter verschlossen sind, ist kein direkter Kontakt 
mit der flussigen KOhlphase gegeben. Fiir das Auftauen des 
Zellmaterials werden vergleichbare Tbrnperatuxablaufe ean- 
gestellt 

55 Abkuhlprozeduren sind auch aus der Preparation fur elek- 
tronenmikroskopische Aufnahmen bekannt (s. D. G. Robin- 
son et al. in "Praparationsmethodik in der Elektronenmikro- 
skopie", Springer- Verlag, Berlin, 1985). Im Unterschied zur 
Kryokonservierung mit dem Ziel des Vital itatserb alts der 

60 Zellen spielt bei der Elektrorjenrnikroskopie die moglichst 
unveranderte molekulare Position der Zellkomponenten die 
entscheidende Rolle. Daher werden bei dieser Preparation 
besonders schnelle Einniertechniken realisiert, die z. B. ein 
EinschieBen der Probe in ftussige oder unterkuhlte Gase 

65 oder ein Einspruhen von Tropfen in eine unterkuhlte Atmo- 
sphare und FlOssigkeiten umfassen. Dabei werden Abkuhl- 
raten von mehr als 10 000 Grad pro Sekunde eneicht, die al- 
lerdings wegen des Zellvolumens, der endlichen Warmeleit- 
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fahigkeit unci der Benetzbarkeit des Materials einen Grenz- 
wert darstellen. 

Ein generelles Problem bd der Kryokonservierung be- 
steht darin, daB sich nicht alle Zellarten in gleicber Wcisc 
kryokonserviexeo lassen. Insbesondere groBere Objekte 
(Zellhaufen oder dgl.) oder auch stark vakuolenhaltige Zel- 
len, wie sie spezicll bei pfianzLichem Probenmaterial auftre- 
ten, lasscn sich our schwer oder tiberbaupt nicht revitalisie- 
ren. Auf dies© Problems ist die Entwicklung neuerMikroin- 
jektions- und ZellhandbabuDgstecnniken sowie neuer Kry- 
oprotektiva gerichtet. Eine von der obcn erlauterten Kooser- 
vierung in BehSltem abweichende Tcchnik basiert auf dera 
Einfriexen bzw. Auftauen des zu konservieieoden Zellmate- 
rials in adharierter Form auf gekuhlten Oberflachen (s. z. B. 
T. Ohno et aL in "Cryotechnoi.", Band 5, 1991, S. 273 £f.). 

Die Kryokonservierung an gekuhlten Oberflachen ist 
zwar scbwieriger zu handhaben als das Suspensionsprinzip, 
hat sich jedoch vorteilhaft bei der Untersuchung der bei der 
Kryokonservierung statthndenden Prozesse und bei der Er- 
zdelung hoher Uberiebensraten beim Auftauen erwiesen. 
Die Kryokonservierung auf Substratoberflacben erlaubt es, 
daB Randbedingungen der jeweiligen Prozedur, wie z. B. 
ObcrflSchcntemperatur, Warmeleitung, Zell- oder Tropfen- 
groSe u. dgl., genauer und van abler als in der Suspension ei- 
nes Kryomediums eingestellt und erfaBt werden konnen. 
Dies wird insbesondere bei der Kryornikroskopie ausge- 
nutzt, wobei biologische Zellen, die in Losungsmitteltropfen 
eingeschlossen sind, auf tiefgekuhlte Oberflachen aufgene- 
belt oder aufgespruht werden (s. H. Planner et al. in 
"Freeze- etching. Techniques and Application", Herausgeber 
E. L. Benedetti et aL, "Soc. Franc. Microsc. Etectronique", 
Paris 1973, S. 81 flf., und PCT/US94/01156). Ein NachteU 
der zunachst entwickelten Kryokonservierung an Substrat- 
oberflachen besteht darin, daB beim Aufnebeln oder Auf- 
sprOhen die Position und Anordnung der Zellen nicht steuer- 
bar ist und daB sogar mehrere Tropfen- und Zellenlagen 
ubereinander abgelegt werden. 

Eine \ferbesserung der Kryokonservierung auf Substrat- 
oberflachen wird in EP 804 073 beschrieben. Biologische 
Zellen werden von einer Umhullungslosung umgeben mil 
einer MikrotropfenschuBeinrichtung in vorbesti rn mter 
Weise auf temperierbaren Substraten plaziert Die Mikro- 
tropfenschuBeinrichtung, die nach Art eines Untenstrahl- 
druckers ansteuerbar ist, erlaubt eine hochgenaue und repro- 
duzi erb are Position ierung einzelnerMaterialproben auf dem 
Kryosubstrat A us EP 804 073 ist auch bekannt, das Kryo- 
substrat durch matrixartig angebrachte Ausnehmungen zu 
strukturieren, um bestimmte Prozeduren bei der Kryokon- 
servierung bzw. beim Auftauen des Substrate zu ermogli- 
chen. So sind die Ausnehmungen insbesondere fur ein ge- 
richtete* Ablegen der Zellen ausgelegL Zur Bereitstellung 
von Testchips, mit denen die Wechselwirkung verschieden- 
artiger Zellen im aufgetauten Zustand untersucht werden 
sollen, werden verschiedene Zellarteo in oder zwischen den 
Ausnehmungen abgelegt Des weiteren ist aus EP 804 073 
bekannt, an den Ausnehmungen Elektroden zur Implemen- 
tierung hoch frequenter elektrischer Felder vorzusehen, un- 
ter deren Wirkung eine Untersuchung der Zellen im aufge- 
tauten Zustand durchgefuhrt wird. 

Die Kryokonservierung an gekuhlten Oberflachen besitzt 
bisher den NachteU, daB nach der Aufbringung auf das 
Kryosubstrat eine probenspezifiscbe Handhabung einzelner 
Zellen nur im tiefgefrorenen oder aufgetauten Zustand am 
Kryosubstrat moglich war. Falls eine Bearbeitung im aufge- 
tauten Zustand vorgesehen war, so mufite das gesamte Sub- 
strat erwarmt werden. FUr eine Verbesserung der Untersu- 
chungstechniken und eine erhohte Ausnutzung kryokouser- 
vierter Probenbestande ist es jedoch wichtig, die einzelnen 



Materialproben einer spezifischeo Handhabung zuganglich 
zu mac hen. 

Die Aufgabe der Erfindung besteht in der Schaffung eines 
verbesserten Verf aniens zur Probenaufhahme an Kryosub- 
5 straten, das insbesondere eine selektive Aufhahrne vorbe- 
stimmter Proben oder Probengruppen von einem Kryosub- 
strat erlaubt. Die Aufgabe der Erfindung ist es auch, \br- 
richtungen zur Implementierung eines derartigen Verfahrens 
anzugeben. 

10 Diese Aufgaben werden durch ein Verfahren bzw. Vor- 
richtungen mit den Merkmalen gernaB den Patentanspriiche 
1, 11 bzw. 18 gelost. Vorteilhafte AusnUhrungsforraen und 
Verwendungen der Erfindung ergeben sich aus den abhangi- 
gen Anspriichen. 

15 ErnndungsgemaB erfolgt an einem Kryosubstrat mit einer 
Vielzahl von Proben, die an vorbesti mm ten Probenpositio- 
nen angeordnet sind, eine vorbesti mm te, selektive Proben- 
aufnahme durch eine positionsspezinsche, mechanische 
oder thermische Abtrennung der Proben vom Kryosubstrat 

20 und eine Obertragung der freigegcbenen Proben auf ein 
Zi els ub strat. Unter Probenaufhahme wird hierbei allgetnein 
jede Form der Auf- oder Entnahme von Proben, gegebenen- 
falls mit bestimmten Substratteilen, vers tan den, 

Als Kryosubstrat (oder. Tragersubstrat, Substrat) wird 

25 hier jede Einrichtung bezeichnet, die sich als Txager fur an 
gekuhlten Oberflachen eingefrorene Proben eignet Bs dient 
der Probenkonservierung oder -lagerung. Das Kryosubstrat 
besteht aus einem Tragermaterial zur linien- oder flachen- 
formigen Proben anordnung mit einer unten im einzelnen er- 

30 lauterten funkdonellen Obeniachenstrukturierung, GemaB 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform besteht das Tragerma- 
terial aus einem inerten, mit an sich bekannten mechani- 
schen oder cbemischen Beaibeatungsrnitteln strukturierba- 
ren Material, wie z. B. Kunststoff, Keramik, Metall oder 

35 Halbleitermaterial. Das Kryosubstrat bildet vorzugsweise 
einen starren, flachigen, ebenen oder gekrummten Korper, 
der in an sich bekannter Weise mit einer Temperierungsein- 
richtung verbunden ist Alternativ kann das Kryosubstrat 
aber auch aus einem flexiblen, folienartigen Iragermaterial, 

40 z. B. aus Kunststoff, bestehen. 

Das Iragermaterial ist mit der Obexflk^henstrukturierung 
vorzugsweise einstuckig ausgebildet, kann aber auch bei be- 
stimmten Ausfuhrungsformen eine Zusammensetzung aus 
den genannten Materialen umfassen. Diese Zusammenset- 

45 zung kann beispielsweise ein elektrisch isolierendes Grund- 
material mit bestiinmten Oberflachenbeschichtungen, bei- 
spielsweise aus Metall, darstellen. Unter einer funkdonellen 
Oberflachenstrukturierung zur Realisierung der vorliegen- 
den Erfindung wird allgemein jede Art der geometrischen 

50 oder stofQichen Veranderung des Kryosubstrats verstanden, 
durch die entsprechend den Probenposidonen auf dem 
Kryosubstrat Brtlich begrenzte Ablagebereiche geschaffen 
werden, von denen die jeweilige Probe oder Proben selektiv 
abnehmbar sind, ohne daB das gesamte Kryosubstrat er- 

55 warmt werden muB. Die erfindung sgemaBe Probenauf- 
nahme erfolgt demnach vorzugsweise an Kry os ubstraten im 
tiefgekuhlten Betriebszustand. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann mit beliebigen 
Proben implemenriert werden, die tiefgefroren (z. B. bei der 

60 Tempera tur von flussigem Stickstofl) auf einem Kryosub- 
strat angebracht sind. Vorzugsweise bestehen die Proben aus 
biologischen Ma ten alien, wie z. B. biologische Zellen oder 
Zellgruppen oder Zeilbes tandteile, ggf. jeweils mit einem 
Umhullung smedi um. Die Erfindung ist aber auch mit syn- 

65 thetischen Materialien, wie z. B. Vesikeln, oder mit Zusam- 
menserzungen aus biologischen und synthetischen Materia- 
lien anwendbar. 

Die erfindungsgemaBe Probenaufhahme und -ubertra- 
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gung erfolgt auf ein Zielsubstrat, mit dem allgemein jede 
Art ciner Einrichtung zur weiteren Handhabung oder Mani- 
pulierung der Probe bezeichnet wird. Bcim Zielsubstrat er- 
folgt beispielsweise eine Lagerung, eine mechaniscbe oder 
chemise he Bearbeitung oder eine Untcxsuchung der Probe, 5 
Das Zielsubstrat kann so mit auch ein Kryosubstrat eines 
weitereo Konservierungssystems sein. 

Eine positionsselektive mechanische Abtrennung von 
Proben vom Kryosubstrat urnfaBt ein Abtrennen vorbe- 
stimmter AbLageelemente mit den jeweiligen Proben oder 10 
Probengruppen vom SubstraL Diese Abtrennung erfolgt mit 
einem gecigneten Werkzeug vorzugsweise unter Beibchal- 
tnng des kryokonservierten Zu stands der Proben. Es kann 
jedoch auch eine mechanische Abtrennung im aufgetauten 
Probe nzus land vorgesehen sein. Eine themiische Abtren- is 
nung erfolgt gemaB eincr ersten Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung durch eine positionsspezifiscbe Erhohung der Sub- 
s trattemperatur derart, daB (fie entsprec bende Probe aufge- 
laut und mit einem geeigneten Werkzeug (z. B. Mikropi- 
pette, Pickingsnadel) abgenommen wird, oder daB positi- 20 
onsspezifisch AbLageelemente mit konservierten Proben 
thermisch vom Substrat abgetrennt werden. Zur thermi- 
schen Abtrennung wird eine elektrische Widerstandserwar- 
mung oder eine Strahlungserwarmung (Laser, Mikrowellen 
oder dgL) an der gewunschten Probenposition verwendet 25 
Bei einer altemativen Form einer mermischen Probenab- 
trennung ist ein Anfheren der gewOnschtcn Proben an ein 
strukturiertes Werkzeug vorgesehen, das eine starkere Haf- 
tung der angefrorenen Proben im Vergleich zur Haftung an 
einem Proben trager beieitstellt 30 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Probenaufhahme- 
oder Probenhandhabungssystem zur Aufhahme und/oder 
Obertragung von Proben von einem Kryosubstrat auf ein 
Zielsubstrat, wobei ein derartiges System insbesondeie ein 
funkuonell strukturiertes Kryosubstrat, eine Abtrennein- 35 
richtung und eine Steuereinrichtung urnfaBt. Die Abtrerm- 
einrichtung dient als Trtinneinrichtung und/oder als Aufheb- 
mer fur die abgetrennte oder freigegebene Probe. 

GemaB einem besonders wichtigen Gesichtspunkt der Er- 
findung wird ein Kryosubstrat mit einer funktionell struktu- 40 
rierten Oberflaehe ausgestattet, die eine Vielzahl von Abla- 
geelementen (z. B. Ablageplatten, Ablagefolien) urnfaBt, 
die zur Aumahme jeweils einer Materialprobe und zur se- 
lektiven mechanischen oder thermischen Abtrennung der 
Probe, gegebenenfalls mit einem Tbil des Ablageelements, 45 
vom Kryosubstrat ausgebildet sind. Die Dimensionierung 
der Ablageelemente ist anwendungsabhangig gewahlt. Ein 
Ablageelement kann charakteristische Dimensionen der 
GroBenordnung von 1 cm 2 bis 1 mm 2 oder auch darunter be- 
sitzen. Es kann auch die Abtrennung ganzer Probengruppen 50 
vom Kryosubstrat vorgesehen sein. 

Die Erfindung besitzt den Vorteh\ daB erstmalig die Be- 
schrankungen der Kryokonservierung an temperierten Sub- 
stratoberflachen uberwunden und eine selektive Bearbei- 
tung einzelner Proben ermoglicht werden. Darnit wird die 55 
EfTektivitat der Einzelzellenkryokonservierung wesentlich 
erhdhL Die Gestaltung eines erfindungsgemaBen Kryosub- 
strals basiert auf an si eh be kann ten, gut beherrschbaren 
Strukturienmgsrnethoden. Die Kryosubstraie konnen aus 
kostengOnstigem Material als Einweg-Produkte nergestellt 60 
werden. Ein weiterer \forteil betrifit die Automatisierungs- 
fahigkeit des Gesamtsystems. Durch die Kombination der 
Probenaufnahme mit einem BildVerarbeitungssystem kann 
eine Probenubertragung von einem Kryosubstrat auf ein 
oder mehrere Zielsubstrate operatorunabhangig und auto- 65 
matisch duichgefuhrt werden. 

Weitere Vbrteile und Binzelheiten der Erfindung werden 
aus den im folgenden unter Bezug auf die beigefugten 
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Zeichnungen beschriebenen Ausfuhrungsbeispielen ersicht- 
lick Es zeigen: 

Fig. 1 eine schemadsche Obersichtsdarstellung einer er- 
findungsgemaBen Vbrrichtung zur Probenaufhahme an 
Kryosubstraten, 

Fig. 2 ein erfindungsgemaBes Kryosubstrat mit mecha- 
nisch abtrennbaren Ablageelementen, 

Fig. 3 eine vergroBerte PerspektivdarsteUung eines Abla- 
geelements gemaB Fig. 2, 

Fig, 4 eine Illustration der Obertragung einzelner Proben 
von einem Kryosubstrat entsprechend einer Ausluhrungs- 
form des erftndungsgemMBen Verfahrcns, 

Fig. 5 ein weiteres erfindungsgemaBes Kryosubstrat mit 
mechanisch abtrennbaren Ablageelementen, 

Fig. 6 eine vergroBerte Perspektivansicht von vier Abla- 
geelementen gemaB Fig. 5, 

Fig. 7 ein weiteres erfindungsgemaBes Kryosubstrat, das 
zur simultanen Abtrennung einer Vielzahl von Proben aus- 
gebildet ist, 

Fig. 8 ein weiteres erfindungsgemaBes Kryosubstrat in 
Form einer flexiblen Folie, 

Fig. 9 ein weiteres erfindungsgemaBes Kryosubstrat, das 
zur thermischen Probenabtrennung ausgebildet ist, 

Big. 10 eine vergroBerte Darstellung eines Heizelements 
gemaB Fig. 9, 

Fig. 11 eine Illustration einer weiteren Ausfuhrungsform 
der erlindungsgemaBen Verfahrcns weise bei Verwendung 
des Kryosubstrats gemaB Fig. 9, 

Fig. 12 eine schemadsche Schnittansicht einer weiteren 
Ausfuhrungsform eines erfind un g sgemaBe n Kryosubstrats 
mit thermischer Abtrennung von Ablageelementen, 

Fig. 1 3, 14 weitere OberflacherrsUiikturierungen an Kryo- 
substraten, 

Fig. 15 eine schemadsche Schnittansicht eines ertln- 
dungsgemaBen Kryosubstrats mit einzeln beweglichen Ab- 
lageelementen, 

Fig. 16 Oberflachenstrukturen zur Beeinflussung der 
Haftfahigkeit der Proben an Kryosubstraten, und 

Fig. 17 eine Illustration einer weiteren Verfahrensweise 
zur erfindungsgemaBen Probenaumahmc. 

Die Erfindung wird im folgenden unter Bezug auf die 
Handhabung von Proben beschrieben, die beispielhaft aus 
einer oder mehreren biologischen Zellen mit einem Umhul- 
lungsldsungstropfen bestehen und bei der Temperatur des 
fliissigen Stick staffs kryokonserviert worden sind. Die Er- 
findung ist in entsprecbender Weise mit den oben genannten 
weiteren Proben materialien implementierbar. Eine Be- 
schrankung auf einen bestimmten Temperaturbereich oder 
ein bestimmtes Tbmperaturregime beim Einfrieren, Lagern 
und Auftauen der Proben ist nicht gegeben. Eirizelheiten 
dieser Prozeduren sind an sich bekannt und konnen vom 
Faehmann anwendungsabhangig realisiert werden. 

Fig. 1 ist eine schematiscbe Obersichtsdarstellung einer 
erfindungsgemaBen Vbrrichtung zur Probenaufhahme an ei- 
nem Kryosubstrat Die Varrichtung urnfaBt im einzeln en das 
Kryosubstrat 100 mit einer Vielzahl von Ablageelementen 
20P, die jeweils fur eine kryofixierte Lagerung einer Probe 
300 ausgelegt sind, eine Abtrenneumchtung 400, eine Bild- 
aufnahmeeinrichtung 500 und ein Steuerungssystem 600. 
Das Kryosubstrat 100, dessen Gestaltungsformen im einzel- 
nen unten erlautert werden, ist mit einem Kuhl- bzw. Heiz- 
aggregat 101 in an sich bekannter Weise temper! erbar und 
gegebenenfalls mit einem (nicht dargestellten) Mechanis- 
mus in eine Lagerungseinrichtung beweglich angeordnet. 
Die Abtrenneinrichtung 400 ist zum mechanischen oder 
thermischen Abtrennen von Proben vom Kryosubstrat 100 
und zur Obertragung der abgetrennten Proben auf ein oder 
mehrere Zielsubstrate 130 ausgelegt. Zur Bewegung der Ab- 
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trenneinrichtung 400 ist eine Antriebseinbeit 401 vorgese- 
hen. Anwendungsabhangig kann die Abtrenneinrichtung 
400 jcdoch auch manuell betatigt werden. Die Bereitstel- 
lung der Antriebseinbeit 401 ist ein fakultatives Merkmal 
der Er6ndung, das jedoch insbesondere bei automansierten 5 
Proben aufn ah Lnev org angen am Kryosubstrat mit Vbrteil im- 
plementiert wird. Die Bildaufhahmeeinrichtung 500 ist zur 
Aufhahme einer Abbildung der Oberflache des Kryosub- 
strats 100 ausgebildet Im Steuersystem 600 ist eine an sich 
bekannte Bildauswertung vorgesehen, mit der das aufge- 10 
nommene Oberflachenbild in Bezug auf die Position en der 
aurzu nehmenden Proben ausgewertet wird. In Abhangtgkeit 
von den crmittelten Probenpositionen kann dann die An- 
steuerung der Antriebseinbeit 401 erfolgen. Die Steuerein- 
heit 600 ist femer mit dem Kuhl- bzw. Heizaggregat 101, 15 
dem Kryosubstrat 100 (bei thermischer Proben abtrennung) , 
einem Display 601 und gegeben e nf all s mit den Zielsubstra- 
ten 130 verbundeo. Anstelle oder zusatzlich zur Bildaufnah- 
meeinrichtung 500 kann ein Beobachtungssystem, z. B. ein 
Mikroskop, zur visuellen Betracbtung der Substratoberfla- 20 
che vorgesehen sein. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhiungsform der Erfin- 
dung ist mindestens eine Abtrcnneinrichtung wie ein Pipet- 
ten- oder Nadelkopf eines Picking-Roboters uber dem Kryo- 
substrat verfahrbar und an den gewunschten Probenpositio- 25 
nen betatigban Es konnen auch eine Vielzahl von Abtreno- 
einrichtungen matrixartig wie eine Pipettenmatrix bei einem 
Picking-Roboter angeordnet und betatigt werden. 

Eine erste Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen 
Kryosubstrats 100 ist vergroBert in scbematischer Perspek- 30 
tivansicht in Fig. 2 dargestellt. Das Kryosubstrat 100 umfaBt 
einen Substratkorper 110 mit einer durch die Abiageele- 
mente 200 gebildeten Oberftacbenstrukturierung. Der Sub- 
stratkorper 110 bildet einen stamen, ebenen Korper und be- 
steht aus Kunststoff (z. B. PMMA), Keramik (z. B. Alumi- 35 
niumoxid und andere Sinterkeramiken), Metall (z. B. Titan, 
Silber) oder einem Hamleitermaterial (z. B. Siliziurn). Kera- 
mik und Halbleitermateri alien besitzen den Voiteil guter 
thermischer Eigenschaften, wobei insbesondere fur eine ef- 
fektive Kuhlung eine hone Warmeleitfahigkeit angestrebt *> 
wird. 

Die Ablageelemente 200 sind matrixartig reiben- und 
spaltenweise angeordnet. Anwendungsabhangig sind abge- 
wandelte Geometrien der Anordnung (z. B. kreisformig, 
gruppenweise oder dgL) implemenrierban Bei der darge- 45 
stellten Ausfuhrungsform werden die Ablageelemente 200 
durch Ablageplatten 210 gebildet. Einzelheiten einer Abla- 
geplatte 210 sind in Fig. 3 illustriert. 

Die Ablageplatten besitzen die Gestalt eines Stempels 
oder Pilzes und umfaBt einen vom Substratkorper 110 aus- 50 
gehenden Irager 211 geringen Querscbnitts t der auf seiner 
vom Substratkorper 210 abgewandten Seite ein AblageplStt- 
chen 212 grofieren Querschnitts tragt Das Ablageplattchen 
212 besitzt eine mittig angeordnete Ausnehmung 213 zur 
Aufhahme der Probe 300, die im dargestellten Beispiel ei- 55 
nen gefrorenen UmhOUungslosungstropfcn 310 mit einer 
Zelle 320 umfaBt. Das Bezug szeic hen 321 bezieht sich auf 
den schematisch illustrierten Zellkem der Zelle 320. 

Die Gestalt und Dimension en der Ablageplatte 210 wer- 
den anwendungsabhangig, insbesondere unter Berucksichti- 60 
gung der Gestalt der Abtrcnneinrichtung (s. unten) gewahlt. 
Der TVager 211 wird mit einem derart geringen Querschnitt 
ausgefiihxt, daB er beim erfindungsgerna^Ben Abtrennen der 
Probe 300 vom Kryosubstrat eine mechanische Soilbruch- 
stelle bildet. DemgegenOber wird das Ablageplattchen 212 6s 
dicker und breiter ausgefuhrt, so daB beim TVennen des Tra- 
gers 211 keine Beschadigung des Ablageplatte bens 212 er- 
folgt. 



Das Ablageplattchen besitzt bei \fexwendung einer gabel- 
formigen Abtrenneinrichtung (s. Fig. 4) vorzugsweise die 
dargestellte rechteckige Form. Es kann aber auch eine runde 
Form vorgesehen sein, insbesondere falls eine kapillarfor- 
mige Abtrenneinrichtung zur Proben aufn ah me verwendet 
wird. 

Die Ablageelemente 200 werden vorzugsweise einstBk- 
kig mit dem SubstratkSrper 110 durch ein geeignetes Struk- 
turierungsYerfahren ausgebildet Bei einem Kryosubstrat 
auf Siliziumbasis wird dabei beaspielsweise wie folgt vorge- 
gangen. Zunachst wird der Substratkorper 110 mit einer 
Dicke von rd. 0.1 mm bis 1.5 mm, z. B. auf der Basis eines 
Wafer-Materials, gebildet und mit einer SiO^-Sdricht 
(Dicke rd. 0.1 um bis 5 urn) versehen. Diese SiO^-Schicht 
wird entsprecbend den beabsichtigten Abstanden der Abla- 
geplattchen 212 (s. Fig. 2) selektiv geatzt, so daB das Si-Ma- 
terial des Substratkorpers 110 entsprechend der Reihen- und 
Spaltenform zwischen den Ablageelementen 200 fxeiliegt. 
In diesen freiliegenden Bereichen erfolgt ein Unterfitzen der 
Deckschicht, so daB sich die dargestellte Stempelform aus- 
bildet 

In Fig. 4 ist die erflndungsgema&e Proben aumahme vom 
Kryosubstrat 100 schematisch illustriert. Die ausschnitts- 
weise dargestellte Abtrenneinrichtung 400 besitzt an ihrem 
zum Kryosubstrat 100 weisenden Ende einen Au sieger 410 
mit einem gabelformigen Irennwerkzeug 411. Die Abtrenn- 
einrichtung 400 kann manuell oder mit der Antriebseinheit 
401 (s. Fig. 1) in Bezug auf das Kryosubstrat 100 in alien 
drei Raumrichtungen verfahren werden. Der Au sieger 410 
ist senkrecht oder schrag zur Substratoberflache ausgerich- 
tec Das Trennwerkzeug 411 erstreckt sich im wesentlichen 
parallel zur Substratoberflache und umfaBt zwei zinkenar- 
tige Vorsprilnge, die dazu ausgebildet sind, jeweils eine Ab- 
lageplatte 210 zu untergreifen und bei Ausubung einer be- 
stimmten Zug- oder Scherkraft vom Substratkorper 110 ab- 
zutrennen (abzubrechen). Die Abtrennkraft kann wie darge- 
stellt durch eine mechanische Hebelkraft oder alternativ 
auch durch Ausubung eines Unterdrucks auf das jeweilige 
Ablageelement, z. B. rnit einer Mikropipette, erzeugt wer- 
den. 

Im einzelnen erfolgt die Probenaumahrne mit den Schrit- 
ten Anfahren der Abtrennvomchtung 400 an die ge- 
wunschte Substratposition (Pfeil A), Abbrechen oder Ab- 
trennen der Ablageplatte 210 (Pfeil B), Ubertragung der auf- 
genomrnenen Proben (mit dem Ablageelement) zum Ziel- 
substrat 130 (Pfeil C) und Lagerung und/oder weitere Mani- 
pulierung der Probe auf dem Zielsubstrat 130. Im Kryosub- 
strat 100' ergibt sich entsprechend der entnommenen Probe 
eine Lucke 113. 

Damit die Probe 300 bei der Obertragung im kryokonser- 
vierten Zustand bleibt, kann vorgesehen sein, daB die Ab- 
trenneinrichtung 400 selbst gekOhlt ist und/oder die Ubertra- 
gung unter Aufblasen eines kalten Stickstoffstroms erfolgt. 
Bei einer abgewandelten (nicht dargestellten) Gestaltung 
der Abtrenneinrichtung 400 besitzt diese ein hulsenfornriges 
Trennwerkzeug (z. B. Spitze einer Mikropipette), das von 
oben uber die gewUnschte Ablageplatte 210 fahrt und diese 
durch eine geringfugige Scherbewegung abbricht 

Eine Abwarxflung der in den Fig, 2 bis 4 eriauterten Auf- 
nahme von Proben mit Teilen des Kryosubstrats ist durch 
die folgende, nicht dargestellte Gestaltung gegeben. Die 
funktionell stmkturierte Oberflache des Kryosubstrats weist 
ais Ablageelemente linien- oder matrixartig angeordnete 
Kunststoffolienstucke auf, die jeweils wie ein KLebestreifen 
flachig auf den Substratkorper aufgeklebt sind. Die Folien- 
stucke besitzen eine anwendungsabhangig gewanlte Grofie 
wie beispielsweise die Ablageplatten 210 gemaB Fig. 2. Zur 
Probenaufnahme wird ein geeignetes Abstreifwerkzeug mit 
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einer Schneide oder Klinge verwendet, die das gewunschte 
Folienstuck am Rand untergreift und rait der Probe vora 
Kryosubstrat abziehL Die Folie ist mil einem geeigneten 
Klebstoff auf den Substratkorper geklebt. Bin adharentes 
Anhaften der Folie ohne einen Klebstoff ist aber aucb mog- 5 
lich. Altemativ kann auch der gesamte Substratkorper mit 
einer fiachigen Folie bedeckt sein, von der zur selcktiven 
Probenaufnahme einzelne Stilcke ausgeschniuen werden, 
wie dies unter Bezug auf Fig. 8 erlautert wild. 

Fig. 5 illustriert eine weitere Ausfuhrungsform eines ex- 10 
findungsgemaBen Kryosubstrats 100 mil einem oberflachen- 
strukturierten SubslratkOrper 110, in dessen Oberflache der- 
art reihen weise A u sneh mungen 112 mil keilformigem Quer- 
schnitt einge- bzw. unteratzt sind, daB als Ablageplatten 210 
freitragende Ablagezungen 214 gebildet werden . Jede Abla- is 
gezunge ist zur Aumahme von einer oder (wie dargestellt) 
mehieren Proben 300 ausgebildet Eine vergrdfierte Darstel- 
lung der Ablagezungen 214 ist in Fig, 6 dargestellt Jede 
Ablagezunge ist jeweils mit drei Ausnehmungen 213 struk- 
turiert, in dencn jeweils eine Zellprobe 320 angeordnet ist. 20 

Die Ablagezungen 214 besitzen an ihrem zum Substrat- 
korper 110 weisendeo Ende eine Sollbruchs telle, an der wie- 
derum die Abtrennung bei Einsatz eines geeigneten Werk- 
zeugs erfolgt. Die Abtrenneinrichtung ist in diesem Fall vor- 
zugsweise wiederum mit einem gabelfdrmigen Trennwerk- 25 
zeug oder aucb mit einem Greif- oder Klemmwerkzeug oder 
einer Saugeinrichtung zur Aumahme der Ablagezungen 214 
ausgestattet 

Die Herstellung eines Kryosubstrats entsprechend der in 
den Fig. 5 und 6 illustrierten Ausfuhrungsform erfolgt bei 30 
Einsatz von Halbleitermaterial wiederum vorzugsweisc 
durch aniso tropes Atzen der Ausnehmungen 112 (UnteraM- 
zen der Ablagezungen 214). 

Die Buchstaben A-D in Fig. 6 weisen auf eine Markie- 
rungsmoglichkeit fur die einzelnen Ablageelemente des 35 
Kryosubstrats hin. Die Markierung erleichtert die Orientie- 
rung des Operators bei der Betrachtung des Kryosubstrats 
durch ein Mikroskop und gegebenenfalls auch eine Abbil- 
dungsauswertung in dem Steuersystem 600 (s. Fig. 1). 

Die gruppenweise Aumahme jeweils einer Probe oder ei- 40 
ner Mehrzahi von Proben von einem Kryosubstrat 100 ist in 
Fig. 7 in schetnatischer Seitenansicht (oberer Teil der Abbii- 
dung) und Draufsicht (unterer Teil der Abbildung) illu- 
striert. Das Kryosubstrat 100, z. B. in Form eines Wafers 
tragt auf seiner Oberflache eine Strukturierung in Form lini- 45 
enhafter Verjiingungen 215, die die Substratoberflache in 
reihen- und spaltenweise angeoidnete Segmente 216 unter- 
teilen. Wiederum bilden die Verjungungen 215 SoUbruch- 
stellen, die ein selektives Abtiennen von einzelnen Proben 
oder Probengruppen in Reihen- oder Spaltenanordnung er- 50 
lauben. Die schwarz ausgefullten Flachen illustrieren sche- 
ma tisch Vertiefungen 213 entsprechend den obengenannten 
Vertiefungen 213 der Ablageplattchen 212 bzw. der Ablage- 
zungen 214. Jede \fertiefung 213 ist wiederum zur Auf- 
nahme einer Probe Lm kryokonservierten Zustand vorgese- 55 
hen. 

Die Ausbildung der Verjungungen 215 erfolgt je nach 
Substratmaterial durch ein geeignetes S trukturierungs ver- 
fahren, z, B. durch Atzen, Frasen oder dgl. Das Bezugszei- 
chen 217 bezieht sich auf einen schematisch eingezeichne- 60 
ten Bereich, der fur die Kryokonservierung auf dem Kryo- 
substrat 100 verwendet wird. 

Bine weitere Ausfuhrungsform, bei der ein mechanisches 
Abtrennen eines Substratteiles vorgesehen ist, auf dem eine 
Probe abgelegt ist, wird in Fig. 8 illustriert Das Kryosub- 65 
strat 100 wird durch eine Substratfolie 120 gebildet Die 
(nicht dargestellte) Oberflachenstrukturierung der Substrat- 
folie 120 umfaBt an jeder vorgesehenen Proben position eine 
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kreis- oder rahmenfftrmige Trennlinie, an der ein bevorzug- 
tes Duxchtrennen der Substratfolie 120 erfolgt, und/oder ein 
gitterformiges Markierungsnetz durch Aufdruck von Pro- 
benpositionen. Bei dieser Gestaltung ist zur erfindungsgc- 
mafien Probenaufnahme vorgesehen, mit der Abtrennein- 
richtung 400 die Substratfolie 120 um die gewiinschte Probe 
bcrum zu trennen und die Probe mit dem Ausschmtt der 
Substratfolie zum Zielsubstrat zu ubertragen. Die Abtrenn- 
einrichtung 400 ist eine Schneideinrichtung oder, wie bei- 
spielhafl dargestellt, ein optisches Mittel in Form eines auf 
die Substratfolie 120 fokussierten Lasers trahls 413. Der La- 
serstrahl 413 erlaubt wie eine mechanische Schneideinrich- 
tung ein Durchtiennen des Substrats entlang der Schnittlinie 
121. Das ausgeschnittene Substratteil wird mit einem Auf- 
nehmer, z. B. mit einer mit einem Unterdruck beauf schlag- 
ten Mikropipette, aufgenommen und zum Zielsubstrat Ober- 
tragen. 

Im folgendeo wird unter Bezug auf die Fig. 9 bis 14 ein 
Ausftihrungsformen der erfindungsgemaBen Probenauf- 
nahme beschrieben, bei der eine thermische Abtrennung der 
gewunschten Proben (gegebenenfalls mit Teilen des Sub- 
strats) erfolgt Dabei sind verschiedene Gestaltungen vorge- 
sehen, die es erlauben, die Proben in tiefgefrorenem Zustand 
oder auch im aufgetauten Zustand aufzunehmen. 

Bei der Ausfuhrungsform gemafi Fig, 9 tragt das Kryo- 
substrat 100 Ablageelemente 200 in Form einer Vielzahl 
von reihen- und spaltenweise angeordneten Heizelementen 

230, die jeweils einen Heizbereich 231, einen fur alle Heize- 
lemente 230 gemeinsam ausgefuhrten MasseanschluB 232 
und einen Steueranschlufi 233 aufweisen. Der Heizbereich 

231, der MasseanschluB 232 und der Steueranschlufi 233 
sind in Fig. 10 vergroBert dargestellt Diese Komponenten 
bilden auf der Oberflache der Kryosubstrats 100 wiederum 
eine funktionelle Strukturierung, bei der eine Probenablage 
an bestimmen Probenpositionen entsprechend der Lage der 
Heizbereiche 231 und eine thermische Probenabtrennung 
bei elektriscbem StromfluB durch das jeweilige Heizele- 
mente 230 vorgesehen sind Das Substratmaterial bestebt 
beispielsweise aus Kunststoflf oder Keramik. Die Heizele- 
mente 230 konnen aus jedem geeigneten, vorzugsweisc 
inerten leitfdhigen Material (z. B. Platin) gebildet sein. Die 
reihenweise Massenanschliisse 232 sind vorzugs weise iiber 
eine das gesamte Kryosubstrat 100 umgebende Masselei- 
tung 234 elektrisch miteinander verbunden. 

Jedes der Heizelemente 230 besitzt wiederum charakteri- 
stische Dimensionen im cm- bis mm-Bereich, kann aber 
auch wesentlich kleiner bis in den um-Bereich ausgefuhrt 
sein. Der jeweilige Heizbereich 231 wird durch einen 
schmalen, vorzugs weise maanderibrmigen Lei tears treif en 
gebildet, der sich bei StromdurchfluB zwischen dem Steuer- 
anschluB 233 und dem MasseanschluB 232 erwarmt. Der 
SteueranschluB 233 ist als Tastpad ausgefuhrt, das durch 
Aufsetzen einer beweglichen Elektrode (s, unten) mit einer 
Spannung zur Erzielung des gew iinsch ten Heizstroms durch 
den Heizbereich 211 beaufschlagbar ist. 

Die selektive thermische Probenabtrennung ist auch in 
der schematischen Perspektivansicht gemaB Fig. 11 illu- 
striert Fig. 11 zeigt wiederum das Substrat 100 tnit dem 
Substratkorper 110, der die reihen- und spaltenweise ange- 
ordneten Heizelemente 230 tragt. Die Masseanschlusse 232 
sind samtlich mit dem Minus-Pol einer Heizstromquelle 421 
verbunden. Der Plus-Pol der Heizstromquelle 421 ist mit ei- 
ner lastelektrode 422 der im ubrigen nur schematisch gestri- 
chelt dargestellten Abtrenneinrichtung 420 zur positions se- 
lektiven tnermischen Ercigabe von Proben vom Kryosub- 
strat 100 verbunden. Die Tastelektrode 422 ist mit der Ab- 
trenneinrichtung 420 oder getrennt von dieser in Bezug auf 
das Kryosubstrat 100 beweglich. Das Aufsetzen der last- 
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elektrode 422 auf jeweUs einen SteueranschluB 234 eines denstreifen besitzen eine charakteristische Breite, die der ty- 

Heizclemcnts 230 liefert einen StromfluB und damit eine Er- pischen Queidimension der Ablageflache der kryokonser- 

warmung des Heizbereiches 231, so daB die auf dem Heiz- vierten Proben entsprichL Die Proben 300 sind in den Berei- 

bereich 231 positionierte Probe (nictat dargestellt) vom Sub- chen 241 verminderter elektrischer Ltitfahigkeit angeord- 

strat her teilweise oder volte tan dig auftaut und mit der Ab- 5 net. Die Bereiche erhohter elektrischer Leitfahigkeit 242 

trenneinrichtung 420 aufgeoommen werden kann. Diese be- hingegen bilden TastanschLiisse bzw. Einspeisungspunkte 

sitzt vorzugsweise die Geslalt einer Mikropipette. fur einen Heizstrom. 

Das in Fig. 1 1 iilustrierte Tastprinzip kann wie folgt mo- Mit zwei beweglichen lastspitzen analog zu der Tastclek- 

difiziert werden. Es kann vorgesehen sein, daB anstelle der trode 422 in Fig. 10 oder mit einer geeigneten Leitungsbe- 

einzelnen lastspitze 422 eine Gmppe von lastspitzen zur 10 schaltung ist zur erfindungsgemaBen Probenaufnahme vor- 

Freigabe einer Gruppen von Proben entsprechend einem gesehen, jeweils zwei Bereiche erhohter elektrischer Leitfa- 

vorbestimmten Muster aufgesetzt wird. Femer kann anstelle higkeit 242 mit einer Heizspannung zu beaufschlagen. Der 

des lastprinzips ein Steckerprinzip realisiert werden. Es ist StromfluB zwischen den beiden angesteuerten Bereichen lie- 

auch moglich, fur jede Heizelementreihe einen gemeinsa- fert eine Erwarmung im Bereich verminderter elektrischer 

men, von den AnschLussen der ubrigen Reihen getrennten L5 Leitfahigkeit 241 zwischen den angesteuerten Bereichen 

MassenanschluB und fur jede Heizelementspalte einen ge- 242, so daB die dort gelegenc Probe freigegeben wird. Dabei 

meinsamen, von den Anschliissen der ubrigen Spalten ge- kdonen auch mehrere Probenbereiche eingeschlossen wer- 

trennten SteueranschluB vorzusehen. Bei dieser Gestaltung den, wie dies durch die Pfeile 243, 244 Ulustriert ist, die 

erfolgt die Probenfreigabe derail, daB mit einer Steuerein- zwei elektrischc Tastelektroden darstellen, die jeweils mit 

richtung die Heizstromquelle 421 mit einem Reihen-Spal- 2D den Anschlussen einer Heizstromquelle verbunden sind. 

ten-Paar verbunden wird, des sen Kreuzungspunkt gerade Damit ennoglicht die Streifengestaltung gemaB Kg. 13 

der Position der gewunschten Probe entspricht auch die Freigabe von reihen weise angeordneten Proben- 

Fig. 12 stellt eine abgewandelte Ausfllhrungsform der er- gruppen. Die Probenaufnahme erfolgt dann wiederum mit 

findungsgemaBen tberrnischen Probenaufnahme dar, bei der einem geeigneten Werkzeug, wie beispielsweise einer Mi- 

jeweils mit der Probe auch ein Tbil des Ablageelements vom 25 kropipette oder einer Picking-Nadel, an deren Spitze die 

Kryosubstrat getrennt wird. Das Kryosubstrat 100 umfaBt Probe anhaftet 

den Substratkorper 110 und als Oberflachenstrukturierung Fig. 14 zeigt eine Abwandlung des dargestellten Prinzips 

die Ablageelemente 200 in Form von elektrisch ablosbaren der Ablage der Proben auf Substratbereichen geringerer 

Ablageplatten 220. Jede Ablageplatte 220 umfaBt einen TYa- elektrischer Leitfahigkeit, die elektrisch mit benachbarten 

ger 221 und ein AblageplMttchen 222. Das AblagepLattcben 30 Bereichen erbShter elektrischer Leitfahigkeit verbunden 

222 ist wie bei den oben beschriebenen Ausftlhrungsformen sind, am Beispiei eines Kryosubstrats 100 mit einer Vielzahl 

mit einer Ausnehmung 223 zur Aufnahme der Probe 300 von Durchbrflchen 115 im Substratkorper 100. Die Positio- 

versehen. Jeder Trtiger 221 umfaBt ein Trennelement 224 nen der Durchbrucfae entsprechen den gewUnschten Proben- 

und ein AnschluBelement 225, das durch das Trennelement ablagepositionen. Die Durchbriiche 115 besitzen einen im 

224 vom Substratkorper 110 getrennt ist. Das Trennelement 35 Vergleich zu den charakteristischen Querschnittsdimensio- 

224 besteht beispielsweise aus elektrisch leitfahigen Bautei- nen der abzulegenden Proben geringeren Durchmessers 

len, das bei Erwarmung infolge Stromdurchflufi schmilzt (z. B. zur Ablage biologischer Zellen geringer als 100 urn), 

oder sich zersetzt oder zumindest eine Abtrennung des Ab- Auf beiden Sriten des Substratkorpers 100 sind die Durch- 

lageplattchens 222 vom Substratkorper 110 eriaubt bruche 115 mit einer Beschichtung versehen, die einen Be- 

Der Substratkorper 110 besteht vollstandig oder teilweise 40 reich verminderter elektrischer Leitfahigkeit 246 bildetDie 

aus Metall und ist mit einem elektrischen AnschluB 117 ver- Beschichtungen auf beiden Substratseiten sind elektrisch 

sehen, der substratseitig mit samtlichen Trennelementen 224 miteinander verbunden. Im ubrigen ist der Substratkorper 

elektrisch verbunden ist Jedes AnschluBelement 225 ist mit 100 auf beiden Seiten des Substrats mit einer Beschichtung 

einem eigenen elektrischen SteueranschluB 226 versehen. versehen, die einen oder mehrere Bereiche erhohter elektri- 

Wird nun ein AnschluBpaar 117, 226 eines bestimmten Ab- AS scher Leitfahigkeit 247 bildet Die Bereiche 247 erlauben 

lageelements 220 mit einer Spannung beaufschlagt, so be- eine Ansteuerung einzelner Ablagepositionen (247a) oder 

wirkt der StromfluB durch das Trennelement 224 dessen von Probengruppen (247b). Hierzu wird die elektrisch leit- 

Schmelze oder Erweichung, so daB das betroffene Ablage- fahige, vorzugsweise metallische Beschichtung zur Bildung 

element 200 mit einem geeigneten Werkzeug (s. beispiels- der Bereiche 247 an den gewunschten Fositionen (z. B. bei 

weise Fig. 4) aufgenommeo und aim Zielsubstrat transpor- 50 248) anwendungsabhangig durchtrennt (Anbringung von 

tiert werden kann. Dieses ist im unteren Teil von Fig. 12 il- schlitzKrarigen Unterbrechungen o. dgL). 

lustriert Durch Beaufechlagung der auf der Substratrttckseite 

Das Trennelement 224 besteht vorzugsweise aus einem durchgehenden Beschichtung hoher Leitfahigkeit einerseits 

sich Airch den StromfluB veranderndes (z. B. auflosendes) und des gewunschten Bereiches 247 entsprechend einer vor- 

Material, wie z. B. ein unedles Metall (Aluminium oder 55 bestimmten Probe mit einer elektrischen Heizspannung 

dgL), ein Gel etc. und besitzt eine Dicke von weniger als flieBt Ober die sich erwarmenden Bereiche 246 der ge- 

0.5 mm. wiinschte Heizstrom, der ein zurnindest teilweise Antauen 

Der Vorteil der Anordnung gemaB Fig. 12 besteht darin, der Probe und damit deren Freigabe be wirkt 

daB trotz der thermischen Probenaufnahme die Probe 300 Eine weitere Ausruhrungsform eines funkn'onell struktu- 

im kryokonservierten Zustand verbleiben kann. 60 rierten Kryosubstrats 100 zur selektiven Probenentnahme ist 

Abwandlungen eines funktionellen Kryosubstrats mit vergroBert in schemauscher Seitenansicht in Fig. 15 darge- 

oberflachenintegrierten, entsprechend den Probenpositionen stellt Der Substratkorper 110 des Kryosubstrats weist eine 

einzeln ansteuerbaren Heizelementen sind in den Fig. 13 Vielzahl von Durchbriichen 115 auf, die entsprechend der 

und 14 in schemauscher Draufsicht illustriert. GemaB Fig. gewunschten Probenablage z. B. matrix artig reihen- und 

13 tragt der Substratkorper 110 des Kryosubstrats 100 ge- 65 spalten weise angeordnet sind Die Ablageelemente 200 

rade Elektrodenstreifen 240, die abwechselnd Bereiche ver- werden bei dieser Ausfiihrungsform durch bewegliche Ab- 

minderter elektrischer Leitfahigkeit 241 und Bereiche er- lagestoBel 250 gebildet, die jeweils in einem der Durchbru- 

hofater elektrischer LeitfahigkeU 242 umfassen. DieElektro- che verschiebbar angeordnet sind. Jeder AblagestoBel 250 



DE 199 21 

13 

besteht aus einem Tragerstab 251 und einem Ablageplatt- 
chen 252, das gegebcnen fails rait einer Ausnchmung (ent- 
sprechend der Ausnehmung gem&B 213 gemfiB Fig. 2 oder 
3) oder nut einer Oberflachenstrukturierung gemaB Fig. 16 
(s. unten) versehen ist. Die Ablageplattcben 252 sind zur 5 
Aufhahrne der kryokonservierten Proben 300 vorgesehen, 
die beim dargestellten Bei spiel wiedemm einen Umhiil- 
lungslosungstropfen 310 mit einer biologischen Zelle 320 
umfassen. 

Im Ausgangszustand bzw. im Lagerzustand des Kryosub- 10 
strats bei tiefen Ibmperaturen sitzen alle AblagestoBel 250 
in den entsprechcnden Durchbriichen 115 derart, daB die 
Ablagepliittchen 252 auf der Oberflache des Substratkorpers 
110 ruhen. Die Lange der Stabelemente 251 ist groBer als 
die Dicke des Substratkorpers 110, so dafi die Stabelemente is 
251 im Ausgangszustand auf der Unterseite des Substrats 
herau&ragen, 

Zur selektiven (probenspezifiscben) oder gruppenweisen 
Probenentnahme werden nun einzelne oder Gruppen von 
AblagestSBeln 250 von der Rnckseite des Kryosub strats 100 20 
her mechanisch von der Substratebene abgehoben. Dieser 
Zustand ist fur vier AblagestoBel im unteien Tbil von Fig. 15 
illustriert. Die vorgeschobenen AblagestoBel 250 konnen 
dann mit einem geeignetcn Abtrenn- oder Greif-Werkzeug, 
wie dies bei spiels weise oben unter Bezug auf Fig. 4 be- 25 
schrieben wurde, abgehoben und zum Zielsubstrat iibertra- 
gen werden. Dabei kann der kryokonservierte Zustand der 
Proben erhalten werden. 

Fur die verschiedenen Probenaufhahmeprozeduren an 
Kryosubstraten kann es vorteilhaft sein, die Proben mit einer 30 
noberen oder einer geringeren Ruckhaltekraft am Kryosub- 
strat zu verankem. Hierzu wild das Substrat an den Proben- 
ablageposi tiooen strukturiert, so dafi der Kontaktbereicb 
zwischen dem Substrat und der Probe vergrttBert oder modi- 
fiziert wird, urn die gewunschten Mckhaltekrafte einzustel- 35 
len. Beispiele fur derartige Strukturen sind in Fig. 16 zusarn- 
mengestellt 

GemSB der Struktur a ist auf der Oberflache des Substrat- 
korpers 110 eine nano- oder mikros trukt uri erte Aufrauhung 
261 vorgesehen. Diese Aufrauhung 261 wild beispielsweise #> 
durch eine chemisette Bebandlung oder eine Laserbehand- 
lung des Substrats erzeugt und dient der besseren Haftung 
der Probe 300. Entsprechend dem TeiLbild b ist eine extrem 
glatte Oberflache vorgesehen, die beispielsweise durch ei- 
nen polierten Bereich 262 gebildet wird. Innerhalb des po- 45 
lierten ggf. partiell bydrophobierten Bereiches 262 kann die 
Probe 300 auch im defgefiorenen Zustand leicht verschoben 
oder vom Substrat abgetrennt werden. Dies erleichtert eine 
Positaonsanderung bzw. Aufhahrne der Probe am Kryosub- 
strat GemaB Tbilbild c wird die Probe 300 in einer Mulde 50 
263 abgelegt, die sowohl einer verbesserten Verankerung 
am Substrat als auch einem Schutz beispielsweise gegen- 
iiber den Werkzeugen bei Abtrennung benachbarter Proben 
dient Die Struktur 260 des Substrats kann auch einen profi- 
lierten Durchbruch 264 gemMfi TbilbiM d umfassen. Der 55 
Durchbruch 264 besitzt einen geringeren Durchmesser als 
die in der Probe 300 enthaltene biologische Zelle 320. Da jc- 
doch beim Einfriervorgang der Umbullungslosungstropfen 
310 den Durchbruch 264 zumindest teilweise durchdringen 
kann, ergibt sich eine besonders feste Verankerung der 60 
Probe im kryokonservierten Zustand. Das Teilbild e illu- 
striert weitere Substratprofilierungeo in Napf- oder Graben- 
form, die dazu dienen, beim Einfriervorgang die TVopfen- 
form zu beeinflussen unoVoder die Probe am Substrat fest zu 
verankem. 65 

Fig. 17 zeigt eine weitere Variants einer erfindungsgema- 
Ben Probenaufhahme an Kryosub straten, die insbesondere 
zur Erzeugung von Probenmustern auf dem Kry ©substrat 
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dient. Im obersten Bild von Fig. 17 ist ein beliebiger Pro- 
ben trager 140 gezeigt, die bei Normaltemperatur (flilssiger 
Zustand der Proben 300) eine Vielzahl von Proben 300 trfigt. 
Jede Probe 300 besteht beispielsweise aus einem UmhQl- 
lungslosungstropfen 310 und zwei Zellen 320. Das Proben - 
muster auf dem Proben trager 140 wird beispielsweise mit 
einem Picking-Roboter mit Hilfe von Mikropipctten er- 
zeugt. 

Nach Fertigstellung des Musters wird ein tiefgekuhltes 
Kryosubstrat 100 auf die Proben 300 aufgesetzt (mittleres 
Bild in Fig. 17), so daB die Proben 300 gefiieren. Das Kryo- 
substrat 100 besitzt auf der zu den Proben hinweisenden 
Oberflache Strukturen 260 zur HaftungsvergroBerung, wie 
sie beispielsweise in Fig. 1 6 erlautert sind. Der Probentrager 
140 hingegen besitzt eine glatte, vorzugsweise polierte 
Oberflache. Beim Einfriervorgang haften daher die Proben 
300 starker am Kryosubstrat 100 als am Probentrager 140 
und konnen damit mit dem Kryosubstrat 100 abgehoben 
werden (unterster Teil von Fig. 17). 

Das in Fig. 17 iUustricrte Verfahren besitzt den Vorteil ei- 
nes definierten Einfiiervorgangs (Kiyoprozedur) fur sMmtli- 
che Proben. AuBerdem besitzen die TVopfen nach dem An- 
haftcn am Kryosubstrat eine planare Oberflache, was insbe- 
sondere fur eine mikroskopische Beobachtung von Vorteil 
ist 

Die oben erlMuterten Ausmhrungsformen der erfindungs- 
gemSBen mechanischen und/oder thermischen Probenauf- 
nahme durch Abtrennung von einzelnen oder mehreren Pro- 
ben (gegebenenfalls mit Substratteilen) vom Kryosubstrat 
kann anwendungsabhangig, insbesondere fur bestimrnte 
Kryosubstratformen (z. B. Zy linderoberfl achen) oder fur be- 
stimrnte Abtrennwerkzeugformen modifiziert werden. Es 
kann ferner vorgesehen sein, die ernndungsgemaBe Proben- 
aufnabme mit einem MeS verfahren zu kombinieren, bei 
dem die kryokonservierten Proben auf dem Kryosubstrat in 
Bezug auf bestimrnte Eigenschaften untersucht und dann 
automatised vom Kryosubstrat entnommen werden. 

Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Probenaufhahme an einem Kryosub- 
strat (100), auf dem jeweils an vorbestimmten Proben- 
positionen eine Vielzahl kryokonservierter Proben 
(300) angeordnet ist, da durch gefcennzeichnet, dafi 
einzelne Proben selektiv mechanisch oder thermisch 
vom Kryosubstrat (100) abgetrennt und zu einem Ziel- 
substrat (130) ubertragen werden. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem zum mecha- 
nischen Abtiennen der Proben Ablageelemente (200), 
auf denen jeweils eine Probe (300) angeordnet ist, se- 
lektiv mit einer Abtrenneinrichtung (400) durch Aus- 
tibung mechanischer Zug- oder Scherkrafte vom Sub- 
stratkorper (110) des Kryosub strats (100) abgelost und 
die damit jeweils aurgenommene Probe gemeinsam mit 
dem Ablageelement zum Zielsubstrat (130) Ubertragen 
werden. 

3. Verfahren gem&B Anspruch 2, bei dem das Ablosen 
der Ablageelemente (200) ein Abhrechen von Ablage- 
platten (210), die iiber SoUbruchstellen mit dem Sub- 
stratkorper (110) verbunden sind, oder ein Abziehen 
von Ablagefolien umfafiL 

4. Verfahren geraaVB Anspruch 2, bei dem das AblGsen 
der Ablageelemente (200) ein selektives Verschieben 
von AblagestoSeln (250) und Aufnehmen der verscho- 
benen AblagestoBel (250) mit einer Greifeinrichtung 
umfaSt 

5. Verfahren gemaB Anspruch 2, bei dem das Ablosen 
der Ablageelemente (200) ein selektives Ausschneiden 
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von Ablagebereichen aus einem Foliensubstrat (120) 
und eine Aufnahme der ausgeschnittenen Bereiche mit 
emerGrafeirjrichtung umfaBt. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem zum therrai- 
schen Abtrennen der Proben Ablageelemente (200), 5 
auf denen jeweils eine Probe (300) angeordnet ist und 
die durch Heizelemente (230) gebildet werden, ein se~ 
lektives, zumindest tcilweises Auftauen der jcweiligcn 
Probe mil dem Heizelement (230) erfolgt 

7. Verfahren gemaB Anspruch 6, bei dem die Heizele- 10 
mentc (230) jeweils einen SteueranschluB (234) auf- 
weisen und die selektive Proben aufnahme ein Aufset- 
zen einex lastelektrode (422) auf den SteueranschluB 
(234) zur selektiven Erwarmung der entsprechenden 
Probe und eine Aufnahme der Probe mit einer Abtrenn- 15 
einrichtung (400) umfaBt. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem zum mecha- 
nischen Abtrenn en der Proben Ablageelemente (200), 
auf denen jeweils eine Probe (300) angeordnet ist, se- 
lektiv mit einex Abtrenneinrichtung (400) durch Aus- 20 
iibung einer thermischen Zersetzung vom Substratkor- 
per (U0) des Kryosubstrats (100) abgelost und die da- 
mit jeweils aufgenommene Probe gemeinsam mit dem 
Ablageelement zum Zielsubstrat (130) Qbertragen wer- 
den. 25 

9. Verfahren gemaB einem der v orh ergehenden An- 
sprflche, bei dem wShrend der selektiven Probenauf- 
nahme das Kryosubstrat (100) im Bereich der auf dem 
Kryosubstrat verb lei ben den Proben im gekuhlten Zu- 
stand bei der Kryotemperauir verbleibL 30 

10. Verfahren gem&B einem der AnsprOche 2 bis 9, bei 
dem selektiv Probengruppen aufgenommen werden. 

11. Vbrrichtung zur Proben aufnahme an Kryosubstra- 
ten (100), die umfaBt 

- ein funkuonell oberilachenstrukturiertes Kryo- 35 
substrat (100) mit einer Vielzahl von Ablageele- 
menten (200) fur kryokonservierte Proben (300), 
wobei die Ablageelemente (200) fur eine selektive 
mechanische oder thermische Abtrennung der 
Proben vom Kryosubstrat (100) ausgebildet sina\ 40 
und 

- eine Abtrenneinrichtung (400), die zum Ab- 
trennen und Aufbehmen der Proben (300) vom 
Kryosubstrat (100) ausgebildet ist. 

1Z Vorrichtung gemaB Anspruch 11, bei der die Abla- 45 
geelemente (200) Ablageplatten (210) umfassen, die 
jeweils uber eine Sollhruchstelle mit einem Substrat- 
korper (110) des Kryosubstrats (100) verbunden sind. 

13. 'Vbrrichtung gemaB Anspruch 11, bei der die Abla- 
geelemente (200) AblagestoBel (250) umfassen, die im SO 
Substratkorper (110) des Kryosubstrats (100) senkrecht 
zu dessen Oberflache verschiebbar angeordnet sind. 

14. \fomchtung gemaB Anspruch 12 oder 13, bei der 
die Abtrenneinrichtung (400) ein gabelfbrmiges Trenn- 
werkzeug (411), ein Greifwerkzeug, ein Klemmwerk- 55 
zeug oder eine Saugednrichtung aufweisL 

15. Vxrichtung gemaB Anspruch 11, bei der die Abla- 
geelemente (200) Heizelemente (230) umfassen, die 
zum zumindest teil weisen Auftauen der jeweils abge- 
legten Probe (300) ausgebildet sind. go 

16. Vorrichtung gemaB Anspruch 15, bei der die Hei- 
zelemente (230) jeweils einen Heizbereich (231) auf- 
weisen, der mit einem MasseanschluB (232) und einem 
SteueranschluB (233) verbunden ist, wobei alle Masse- 
anschlQsse (232) der Heizelemente (230) eiektrisch « 
miteinander verbunden und die SteueranschlOsse (233) 
selektiv voneinander eiektrisch getrennt und zur Beauf- 
schlagung der Heizelemente (230) mit einer Heizspan- 
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nung beaufschlagbar sind. 

17. Vorrichtung gemaB Anspruch 11, bei der die Abla- 
geelemente (200) eiektrisch ablosbare Ablageplatten 
(220) umfassen, bei denen jeweils ein Trennelement 
(224) vorgesehen ist, das bei Beaufschlagung mit einer 
elektrischen Spannung eine Abtrennung der Probe mit 
der AblageplaUe (220) vom Substratkorper (110) durch 
Schmelzen oder Zersetzung des Irennelements (224) 
ermoglicht 

18. Kryosubstrat (100), das einen Trager fur eine Viel- 
zahl von Proben (300) bildet, die an der Oberflache des 
Kryosubstrats (100) im gefrorenen Zustand angeordnet 
sind, dadurch gekennzeichnet, daB die Oberflache eine 
Vielzahl von Ablageelementen (200) zur Aufnahme je- 
weils einer Probe (300) aufweist, wobei jedes Ablage- 
element zur selektiven Abtrennung der jeweitigen 
Probe vom Kryosubstrat ausgelegt ist 

1 9. Kryosubstrat gemaB Anspruch 1 8, bei dem die Ab- 
lageelemente (200) Ablageplatten (210) umfassen, die 
tiber Sollbruchstellen mit einem Substratkorper (110) 
des Kryosubstrats (100) verbunden sind. 

20. Kryosubstrat gemaB Anspruch 1 8, bei dem die Ab- 
lageelemente (200) Heizelemente (230) umfassen, die 
zum zumindest teil weisen Auftauen der jeweils abge- 
legten Probe ausgelegt sind. 

21 . Kryosubstrat gemaB Anspruch 1 8, bei dem die Ab- 
lageelemente (200) AblagestoBel (250) umfassen, die 
im Substratkorper (110) des Kryosubstrats (100) senk- 
recht zu dessen Oberflache verschiebbar sind. 

22. Kryosubstrat gemaB Anspruch 1 8, bei dem als Ab- 
lageelemente (200) Folienstucke vorgesehen sind, die 
im gekuhlten Zustand des Kryosubstrats (100) vom 
Substratkorper (110) abziehbar sind. 

23. Kryosubstrat gemaB Anspruch 1 8, bei dem die Ab- 
lageelemente (200) oder die Substratoberftache eine 
Oberflachenmodifizierung zur Beeinflussung der Pro- 
benhaftung in Form einer Oberfachenaufranhung, ei- 
ner Polierung, einer Ausnehmung, eines Durchbruchs 
oder eines Verankerungsgrabens umfassen. 
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